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 دهیچک
 . رتینوئیک اسیدکندیو خودسازی و تمایز به انواع سلولی را تقویت م شودیانسان مشتق م adult یهابنیادی مزانشیمال از انواع بافت یهاسلول :دفهزمینه و 

(RA)  است. اثربرای توسعه جنینی پانکراس ضروری RA بنیادی مزانشیمال مشتق از مغز استخوان یهادر تمایز سلول (BMMSCs)بتا موردمطالعه  یها، به سلول

 .قرار گرفت

در   BMMSCs.شدند یدتائ  BMMSCsمارکرهای سطحیروش فلوسیتومتری تهیه شدند و با ، flashingروش استفاده از با ها، رتمغز استخوان : هامواد و روش

عنوان به %10گروه الکل  (4گروه بدون تیمار ( RPE(250µg/ml)، 2) RPE (250µg/ml) + RA (10µM) ،3یا  ( عصاره پانکراس رت1 ندچهار گروه تیمار گردید

 .گردیدتعیین  RT-PCRروش  ارزیابی شد. بیان انسولین با ELISA ترشح انسولین با روش کنترل. عنوانبه   RA (10µM)و گروه حامل

طور به RPE + RA در گروه با تست ویلکاکسونبیان شد. ترشح انسولین  RPE + RA و RPE نشان دادند که انسولین در گروه RT-PCR نتایج حاصل از تایج:ن

 (.P<0.05)ت اس RPE بیش از گروه دارییمعن

را  هاسلولدر این و ترشح انسولین  کندیانسولین تقویت م یدکنندهتول یهابه سلولرا  BMMSCs یهاتمایز سلول RAنشان داد که  این مطالعه :گیرییجهنت

 .دهدیافزایش م

 

 BMMSCsبتا،  یهاسلول تمایز، اسید، رتینوئیک کلمات کلیدی:

 

 
 

 

 

 مقدمه
بیماری خود ایمنی است که به دلیل  دیابت تیپ یک، یک نوع 

گردد. در حال حاضر پیوند یمی بتا ایجاد هاسلولتخریب 

های درمان این بیماری پانکراس و یا جزایر لانگرهانس، یکی از راه

این  ،اهداکنندهپس زدن پیوند و همچنین کمبود  متأسفانهاست. 

ی اخیر هاسالبا مشکل روبرو کرده است. در  روش درمانی را

ی بنیادی و تمایز آن به هاسلولدانشمندان به استفاده از 

 .اندشده مندعلاقهیدکننده انسولین، تولی بتای هالسلو

شدن به تعداد زیادی یلتبدی بنیادی مزانشیمال، توانایی هاسلول

ی بنیادی هاسلولی مختلف را دارا هستند و برخلاف هاسلولاز 

یی، که مشکلات اخلاقی تومور زاامبریونیک، مشکلاتی نظیر 

ی بنیادی مزانشیمال هاولسلها است در مورد ناشی از استفاده آن

 یهاسلولکند. مغز استخوان یک منبع بسیار غنی از ینمصدق 

و همکاران، نشان دادند که عصاره  Choi. است مالیمزانش یادیبن

، به دلیل داشتن rat pancreatic extract (RPE) پانکراس، یا

ی هاسلولفاکتورهای رشد مختلف و متعدد، توانایی تمایز دادن 

 .(1-5)ی بتا دارا است هاسلولرا به  مالیمزانش یادیبن

acid (RA) ی هاسلول، ترکیبی است که نقش مهمی در تمایز

بوده که مارکر معروف  PDX1باط با و در ارت (6)بتا دارد 

ی بتا هاسلولی پیش ساز پانکراس و همچنین تمایز به هاسلول

پژوهشیمقاله   
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رسان که در توسعه اکتودرم و مزودرم در یامپ عنوانبه RAاست. 

کند. همچنین در تشکیل یمدخالت دارد عمل  دارانمهره

ی پانکراسی در مراحل ابتدایی امبریوژنزیس نقش مهمی هاجوانه

ی بتای پانکراس و هاسلولبیان انسولین را در  RAکند. یمفا ای

. در (7-9)دهد یمافزایش  INS-1همچنین رده سلولی 

و همکاران انجام دادند، نشان داده شد که  Moriyaی که امطالعه

سبب القای تبدیل اکتودرم بلاستولا به  RAو  Aترکیب اکتیوین 

اگرچه  .(11 ،10 ،8) شودیمده انسولین، یدکننتولی هاسلول

 یهااست، هنوز چالش یکارآمد اریبتا روش بس یهاسلول وندیپ

هم ازنظر تعداد و ، ادیز زانیبتا به م یهاسلول دیتول یبرا یادیز

ی زیادی هاروشدانشمندان . وجود دارد نیهم ازنظر ترشح انسول

رشد متعدد  یها از فاکتورهاآنکه در  اندنمودهرا بیان 

ها را و سلول شودیخاص استفاده م یمرحله با دوزهابهمرحله

که  نمایندیم زیهر مرحله متما یط شدهیزیرطور برنامهبه

کدام فاکتور  کهینباشد. در ا دیاس کینوئیها رتاز آن یکی تواندیم

 یهااستفاده شود پروتکل یو با چه مقدار یارشد در چه مرحله

استفاده از عصاره  ،مطالعه هدف نیشده است. در ا انیب یمتعدد

رشد متعدد است  یشامل فاکتورهاخود وده است که پانکراس ب

 یهاسلول زیتما ییکارا دیاس کینوئیاضافه نمودن رت ایآ نکهیو ا

 ر؟یخ ای دهدیم شیافزا نیترشح انسول زانیبتا را ازنظر تعداد و م

 یهاسلول ، بر تمایزRA یرتأثبر این اساس، در این مطالعه، 

ی هاسلولمشتق شده از مغز استخوان، به  مالیمزانش یادیبن

 ی قرار گرفته است.موردبررسیدکننده انسولین تولبتای 
  

  هامواد و روش
، Sprague–Dawleyدر این مطالعه تعداد شصت رت 

شده از مرکز مطالعات تجربی دانشگاه علوم پزشکی یداریخر

ی اچرخهها در شرایط کلیه رت قرار گرفتند. موردمطالعهشیراز، 

شدند. کلیه مراحل مطالعه، ساعت روشنایی/ تاریکی نگهداری  12

ید کمیته اخلاق قرار گرفت و پس از دریافت کد اخلاق تائمورد 

 اجرایی گردید.

( برداشته )چهارماههد از پانکراس رت : شصت درصRPEتهیه 

برداشت  هاآنو پانکراس  شدهکشتهها ساعت، رت 48شد و بعد از 

 protease inhibitor tabletsی هاقرصشد. سپس با استفاده از 

(Rocshe ،)را هموژنیزه کرده و عصاره تهیه شد. مایع  هاآن

 ،ºC 4به مدت چهار دقیقه در دمای  rpm 3000 شده دریهته

به مدت بیست  rpm 12000 سانتریفیوژ گردید، سپس در دور

سوپرنانت را پس  یت مقدار پروتئیندرنهادقیقه سانتریفیوژ شد. 

، برای 80ºC-، اندازه گرفته و در دمای 022/0از گذراندن از فیلتر 

 .(8 ،5 ،4) ی بعدی ذخیره شدهااستفاده

ی بنیادی مزانشیمال مغز استخوان هاسلولجداسازی و تهیه 

برای این منظور استفاده شد،  ماههششی ماده هارترت: از 

در ، flashingترتیب که مغز استخوان از ناحیه تیبیا با روش ینابه

جدا شد. سپس  DMEM LG, 10% FBS, 1% penstrepیط مح

به مدت پنج دقیقه سانتریفیوژ  ،ºC 4در دمای g 200در  هاسلول

یت رسوب سلولی را در محیط سوسپانسیون نموده درنهاشدند و 

ی رشد هاسلولمتری کشت داده شدند. های ده سانتیو در پلیت

، سپس با استفاده از مغز استخوان رت مالیمزانش یادیبنیافته 

 های مرتبط شامل:ی سایتوکاینموردبررسفلوسیتومتری 
CD90, CD73, CD105, CD271, CD44, CD106, CD 45, 

CD 34, CD 144  ید شدند.تائقرارگرفته و 

 هاسلولتیمار   

خانه ششهای سلول در پلیت 2-10×53بین پاساژ سوم تا پنجم 

 confluency %80ینکه به ازاپس هاسلولکشت داده شدند. این 

 RPE (250رسیدند به پنج گروه تقسیم شدند. گروه اول: 

µg/ml):گروه دوم ، RPE (250 µg/ml)  +RA(10µM) گروه ،

کنترل، گروه چهارم: محیط  عنوانبهیی تنهابهسوم: محیط کشت 

( و گروه پنجم RAحامل  عنوانبهکشت + اتانول ده درصد )

استفاده گردید.   RA(10µM)گروهی که در آن محیط کشت و

تیمار  ازآنپسساعت بود و  24به مدت  RAبا  هاسلولتیمار 

 ه مدت دو هفته ادامه یافت.ب هاسلول

پس از دو هفته تیمار سلولی، تعداد  چالش ترشح انسولین:

cells/well) 5(1×10  سلول به مدت یک ساعت در مجاورت

glucose free crebs ringer bicarbonate  و یا KRB داده  قرار

حاوی گلوکز  KRBشدند، سپس به مدت یک ساعت در مجاورت 

20mM  در محیط کشت  شدهترشحقرار گرفتند. مقدار انسولین

 ELISA (Bioassay Technology با استفاده از کیت هاسلول

Laboratoy kit) (. 12یری شد )گاندازه 

 Reverse transcription (RT) and PCR بیان انسولین :

ی مختلف بررسی و مقایسه هاگروهدر  RT-PCRتوسط روش 

 گردید.

از شرکت متابیون آلمان تهیه و  مورداستفادهپرایمرهای 

 houseژن  عنوانبهاکتین  –خریداری گردیدند. از ژن بتا 

keeping  (. آنالیز دیتا با استفاده از 1استفاده گردید )جدول
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انجام   Wilcoxon testو با استفاده از  16نسخه  SPSS افزارنرم

 شد.
 

 نتایج
، تغییر RPE+RAو همچنین RPE با  هاسلولپس از تیمار 

های سلولی مشاهده گردید یکلون صورتبهمرفولوژی سلولی 

ها مشاهده (. این تغییرات مرفولوژیکی در سایر گروه1شکل )

وجود آن در  دهندهنشاننگردید. نتایج حاصل از ترشح انسولین 

، بود RPE+RA نیو همچن RPEی تیمار شده با هاگروه

انسولین مشاهده نشد. مقدار ترشح  هاگروهکه در سایر یدرحال

، با استفاده از RPE+RAترشح انسولین در گروه تیمار شده با 

(، بیشتر از P-value<0.05داری )یمعن طوربه تست ویلکاکسون،

 RT-PCRجهت  مورداستفادهپرایمرهای  .1جدول 

Size primer sequence(5’–3’) Gene 

167bp 
CACAAACAGCCCGAGAAGACC forward 

Isl1 

TGAAACCAGACCCGGATGACT reverse 

135bp 
CCCATCTATGAGGGTTACGC forward 

Beta - actin 
TTTAATGTCACGCACGATTTC reverse 

 

 

 
 : گروه B: گروهی که هیچ تیماری نداشتند، گروه Aگروه  بنیادی مزانشیمال مشتق شده از مغز استخوان، یهاسلولشکل شدن  یکلون .1شکل 

 RPE+RA: گروه تیمار شده با C، گروه RPEتیمار شده با 
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(. 1نمودار یی بود )تنهابه RPEمقدار آن در گروه تیمار شده با 

ی هاگروهبیان انسولین در  دهندهنشان RT-PCRنتایج حاصل از 

 (.2بود )شکل  RPE+RAو  RPE تیمار شده با
 

 

 بحث 
ی بنیادی هاسلولبر تمایز  RAیر تأثاین مطالعه جهت بررسی 

ی بنیادی هاسلولمزانشیمال مشتق از مغز استخوان رت، به 

 RAدهد که یمنتایج حاصل از این تحقیق نشان  انجام پذیرفت.

مشتق از  مالیمزانش یادیبن یهاسلول، تبدیل RPEبه همراه 

کند و ترشح انسولین یمی بتا تقویت هاسلولرا به  مغز استخوان

ی انجام امطالعهدهد. هنوز هیچ یمافزایش  هاسلولرا از این 

 را در این زمینه بررسی نماید. RPEبه همراه  RAنپذیرفته که اثر 

Jae  و همکاران ثابت کردند کهRA  یادیبن یهاسلولتمایز  

 
ی هاسلولرا در رت، به رده  مشتق از مغز استخوان مالیمزانش

شود که توانایی یمیی هاسلولکند و منجر به پیدایش یمبتا القاء 

 کند.یمید تائکه این تحقیق نتایج آنان را  ترشح انسولین را دارند

برای توسعه  RAهای یرندهگنشان داده شده که سیگنالینگ 

و همکاران  Ostromی پیش ساز پانکراس نیاز است. هاسلول

 
 ، (P- value< 0.05)بود  RPEبیش از گروه تیمار شده با  دارییمعن طوربه RPE+RAترشح انسولین در گروه تیمار شده با  .1نمودار 

Wilcoxon test . 

 

 
 . بیان انسولین در گروه Bو کنترل در مقایسه با بتا اکتین.  RPE+RA یهاگروه. بیان انسولین در RT-PCR :Aنتایج  .2شکل 

RPE+RA  در مقایسه با گروهRPE. 
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 ،homeoboxقاء ژن ترتیبی سبب ال صورتبه RAنشان دادند که 

Pax4 کند و سپس یمی بتا را تعیین هاسلولشود که تولید یم

و  Bhlh ،Ngn3 ،Bhlhb2سبب تولید فاکتورهای رونویسی 

NeuroD ی اندوکرینی را تقویت هاسلولشود که تولید یم

یدکننده انسولین را تولی بتای هاسلولیت تولید درنهاکند و یم

کنند، یمرا بیان  Hb9و  Ipf1/Pdx1 ،Nkx6.1های ینپروتئ که

در چندین مرحله اثر گذاشته و  RA شود. بدین ترتیبیمسبب 

ی هاسلول. تمایز تمام (13) شودیمی بتا هاسلولسبب تولید 

)که ژن  Ngn3اندوکرین پانکراس نیازمند آن است که 

گذرا،  طوربهشود( یمسبب تولید آن  RAپرواندوکرینی است و 

ی هاسلولی مختلف هاکلاسفعال گردد. ی پیش ساز هاسلولدر 

اندوکرینی در مراحل مختلف توسعه جنینی پانکراس، تولید 

ی پیش ساز پانکراس اولیه را مجبور به بیان هاسلولو  شوندیم

Ngn3 یدکننده تولی هاسلولکند. این وقایع سبب تولید یم

یدکننده انسولین و در مراحل تولی هاسلولگلوکاگون و سپس 

 .(14-19) گرددیمی اندوکرینی هاسلولبعدی بقیه 
 

 گیرینتیجه
بر تمایز ، RA کنندهیتتقویر تأث دهندهنشانمطالعه حاضر 

وان رت، به ـشتق از مغز استخـم الـمیمزانش یادیبن یهالولـس

یدکننده انسولین است. همچنین ترشح انسولین، تول یهاسلول

شوند نسبت به یمتیمار  RPE+RAوقتی با  هاسلولدر این 

که این  یابدیمشوند افزایش یمتیمار  RPEیی که تنها با هاسلول

بر میزان ترشح انسولین از  RAیتی اثر تقو دهندهنشانخود 

این مطالعه روش نوینی را برای تولید و تمایز  .استی بتا هاسلول

دهد. هنوز مطالعات بیشتری یمی بتا پیشنهاد هاسلولکارآمد 

به  BMMSCsیر رتینوئیک اسید را بر تمایز تأثیاز است تا موردن

مورد ارزیابی و  invivoیدکننده انسولین در شرایط تولی هاسلول

 بررسی قرار دهد.
 

 تشکر و قدردانی
 92114این تحقیق توسط دانشگاه علوم پزشکی فسا با کد 

ین مالی گردیده است. لذا نویسندگان کمال تشکر و قدردانی تأم

خود را از واحد توسعه تحقیقات بالینی بیمارستان حضرت 

وسیله از جناب آقای ینبدولیعصر )عج( فسا اعلام می دارند و 

های ارزشمندشان در طول این ییراهنمادکتر اوجی به خاطر 

 گردد.یمپروژه، تقدیر و تشکر 
 

 تعارض منافع
 تعارض منافعی را اعلام نکرده اند. گونهچیهنویسندگان 
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Abstract 
 

Background & Objective: Mesanchymal stem cells (MSCs) derived from a variety of human adult 

tissues and potentiate to self-replicate and differentiate into different cell types. Retinoic acid (RA) is 

important in embryonic development of pancreas. The effect of RA on transdifferentiation of rat bone 

marrow mesanchymal stem cells (BMMSCs) into the beta cells was studied. 

Materials & Methods: Rat BMMSCs were prepared by flashing method and confirmed by evaluating 

of BMMSCs surface markers. BMMSCs were treated in four groups by: 1) rat pancreatic extract (RPE) 

(250µg/ml) 2) RPE (250µg/ml) + RA (10µM), 3) no treated group as control and 4) ethanol 10% as 

vehicle and RA(10µM) as control. Insulin secretion was evaluated by ELISA assay. Insulin expression 

(RT-PCR) were determined. 

Results: RT-PCR results showed that insulin expression in RPE and RPE + RA groups. Insulin 

releasing in group RPE + RA was significantly more than group 1, (p-value < 0.05), Wilcoxon test.. 

Conclusion: Our study showed that RA can promote differentiation of the BMMSCs into the insulin 

producing cells invitro. 
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